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^ (Senotyp and Phinotyp ^oppelnde Verbindun^ 

Verbindung aus emer Strukturetntsalt A (Genotyp) and 
emer werter^o StruifCU.jminhdit B ( Pharsotyp;}, be? der Genotyp 
und Phanotyp dausrhaft mitelrisinder varbunden sind, wobef 
dm StruktusFBinheit A rteben sndereo Bereichen mindestens 
^inea fiir mindastens em aus Amtnosaureeinheften aufge- 
baiite$, poiymefes MoJeku^ cadier&nden Bereich aufweist 
and der cder aodiBrBrtd&n Bereich (e) translatjerbar ist 
Oder slnd, wejterhin Jn der Struktureinheit A erne erste 
StruJrturunteresnhei't (Terminator) in emem mcht tran&latjer- 
ten Absohnitt angeordnet jst, die die Strukture*nhejt B ai^ 
TfSnsJatjonsprodifkt d&r Stryktursinheit A rrsit desr Stnikftir- 
alnhek A dauerhaft varbirsdet. 



DE 196 

1 

Beschr^ibung 

Die vorilegende Erfindung betrlfft erne Verbindung 
aus emer Struktureinhek A (Genotyp) and einer weite- 
reri Stmktareinheit B (Phanotyp) gemaB Oberbegriff 
des Anspruchs 1 sowie ein Verfahren zur molekularen 
Genbtyp/PisSnatyp Kopisluiig dutch Hersteliung eines 
Fusoiisproduictes gierniB d©r erfmdungsgemiiSen Ver- 
bmdimgmdh Aasprych 12. 

Eine KoppluTig von Geaotyp und Phtnotyp ist bsbe- 
sondere fur die evoiutive BioteGhnologie wunscfeejiS' 
wert, da auf diese Weise nach der Selektion von Poly- 
peptide Molekuien mit besonderen oder verbesserten 
Eigetischaftexi direkt auf deren codlerende Sequenz zu- 
ruckgegriffen werden kann. Es siad Verfahren baschrie" 
beii wprden, die eine derartige Kopplung ermogllchen. 
Es haiidek sich Herbei in erstesr Lime um Verfahreat 
welebe die 2U seiektiereadex! Moiekiile in vivo auf siner 
Oberfiache pmsentleren z. B. auf einer Fhagejs-OberHa-^ 
che (Phage Display) auf eiiier Baktenenobexfladfee (B^ 
terial Surface Display) oder atich direkt auf molekularer 
Ebene (Molecular Display) . Diese in vivo Verfahren 
zeichnen sjcb jedoch dwrch gravierende Nachteile aus. 
So ist> B. durch TransfoiTnatio.n bedmgt, die Repertoi- 
re-<!JroBe auf etwa 10^ verschiedene Molektile be- 
schrankt Selbst durch efe in vivo Diversifizieriingsver- 
fahren BeBe sicb das verfixgbare Repertoire hut auf et- 
wa 10^^ MolekOle erweiterii. Theoretisch mdgEch ware 
jed0C& eime Diversitat von > tO'^ Molekulea DarSber- 
hinaus wurdeii sji vivo Systeme die Expressiou cytotoxic 
seher Oeiie iiicht gestatten. Ztidem ertatib^n derartige 
Sy St erne nur waMweise den direkt en Zugdff auf cyto-^ 
plasmatische oder aaf sekretorisqhe Proteine- Diese in 
vivo Systenie smd zudem mix einem biologischert Si- 
cherheitsrisiko behaftet, das in einigen Landern die Ar- 
beit mlt derartigen SystemeuBur emgeschrankt zulaSt 

Dartiberhifiaus ist ein in vitro Verfabren b^sschrieben, 
in dem DNA^Moiekiile, welcbe die Sequenx eines Pepti- 
des Mtid die eiiiesStreptavidin-BindiJBgspep tides entbal- 
t^n, b Vitro transkribiert werden. Aa die Transkripte 
wird chemisdi ein Streptayldin gekntpft so daS bel der 
in vitro Tran^iatten die dodierende RNA-Matrize mit 
dem entstandenen Peptid verknupft mrd. Dieses Ver- 
fahren besitzt jedoch mehrere Nachteile. So sind die 
Wechselwirkiingen zwischea Streptavidin und dem 
Streptavidm-Bitidungsprotelii unter bestimmten Assay- 
Bedingujigen nicht stabil Zudeni koxinen WeciiselwLr- 
kupgesi Ewischen dem Streptavidiii einer mRNA \md 
dem StreptavidiB-BixidBngsprctem eines nicht von die- 
ser mH.HA codierten Fiisioiisproteins auftreten, Dar- 
liber hinaus kmn eine BeeinBussung der Faltungsstruk- 
tur des 2U seiektierenderi Peptides durch das Strepi^Yi- 
din-BiBdungsprotein auftreten. 

Das der Erfmdung zugrundeliegende technische Pro- 
biem besteht darin, eiu risikominirRiertes Verfahren zur 
Genotyp-Phanotyp-Kopplung anzugebenj und ein Kon* 
strukt "bereit^usteilen, weiehe die bislang erreichbare 
Diversitat iibersteigeB, die Expression cytotoxisclier 
Gene; und aacb gieichermaBen die Sele^ktipR sowohi yoft 
cytopJasmatischeh ais attch sefcretorisehen Proteinen er- 
mdgiicben und zudem nicht auf rekDmbinante ZeUen 
angewiesen sind Es soilen zudem insbesondetre die 
Nacbteile des oben beschriebeifep an vitro VerfahreiJS 
vermieden werden. 

Das der Erfmdung sugrundeliegende Problem wird 
geldst durch eine Verbindung gernaB Anspruch 1 und 
mn Veifahren gem^S Anspriieh 12 zur motekularen Ge- 
notyp/Phanotyp Kopplung. 
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Die erfindur^gsgemaEe Verbindung besteht aus emer 
Struktureinheit A (GQuotYp) and einer welteren Struk- 
tureiHheit B (Ph§.notyp)/bei der Genotyp und Pbanot5?p 
dauerhaf t nutelnander verbunden sind, wobei die Struk- 
5 tureit^heit A mindestens einen fur Tniudestens eir. aus 
AsxiluosSureeinheiten aufgebautes, polymercs Molekul 
codierenden Bereich aufweist und der oder die codie- 
i^side(n) BereJoh{e) tmnsiatierbar ist oder sind, weiter- 
bin in der Struktureinheit A erne erste Strukturunterein- 
10 heit (ferxninator) In smem aioht tr ansiatierteja Abschnitt 
angeordnet ist die die Stmktiiremftdt B als Transla- 
tiomsprodukt der Strukturembeit A mit der Strukttsrean- 
heit A dauerhaf t verbmdet 

Die dauerhafte Verkniipf ung der StruktureinhelteB A 
s 5 und B karin insbesoudere durch Verw enduug eines ribo- 
somaieu Translatiomsystemes erfolgen, 

ErHndungsgemaS bezeichuet der Begriff Terminator 
eine Strukturuntereinhdt, welcbe die Struktureinheit B 
al$ Translatioasprodukt der Struktureinheit A mlt der 
20 Stf uktureanheit A dai^erhaft verknClpfi Ak Tarminato* 
ren konnen erfindungsgemaS RueleopMie cbemische 
Gruppen, m^besbndere organiscbe Aminogruppea, ver- 
wendet werden, weicbe einen Carbonsaureester, insbe- 
sondere zwisehen einer tRNA und der Struktureinlieit 
25 B, uriter Ausbildung einer dauerhaften> insbesondere 
kovalenten Bindung 2u spaiten vermogan. So konnen 
2um Beispiei aiiphatlschej zyklische oder aromatisehe 
Verbmdungen, mit einer Aminogruppe, natariiche oder 
nicht natnrliche Amiiiosanren ujid Derivate^ oder auch 
30 Pijromycin und Derivate verwcndet werden. Bei Ver- 
wenduiif ernes nbosomalen Tran^ationssystemes ent- 
Mlt der Terminator V0raug;s; zusatzlicb eine stabile 
MolekBl.gruppe> (fie die 2'-3'^ortho-foter-Struktur einer 
Amittoaeyi-tRNA im Kompiex mit Elongatbiisfaktor 
35 EF-Ty und GTP imitiert und daber vom Elongationsfak- 
tor gebunden wird. 

Die KopplungsreaktioB kann zufaliig ^rfolgen, jedoch 
ist es erfindungsgemaS vorteilkaf die Verknilpf ung der 
Struktureinbeit A mit der durch Traiislation eritstande- 
40 nen Struktureinheit B uber eine auf der Strukturdnheit 
A angeordnete zweite Smikturantereinbeitwiez. B.ein 
TeriniEatorcrcKion ta siseuern* 

Bei dem Terminjatorcodon kann es sich urn :Kuf ^lige^ 
auch innerhalb ernes codierenden Bereiches d^r Striik- 
45 tureinheit A liegende, bevormagt jedoch urn defimerte, 
am 3^-termina!eti Ende des codierenden Bereiches He- 
gende Codons, beispieisweise J^onsense-Codons (UAG, 
OAA, UGA) Oder beiiebige Sinn-Codons, bevorzugt je- 
doch bezugUch des verwendeten Translationssystams 
seltene Sinn-Codons (z, B. AGA bei Verwendong eines 
E. coii Iranslationssys^ms) ba^^ 

Die ortsspexifische Kopplung an eineni definierten 
Termiaatorcodoxi kariii vora^ugswd&e mk^^^^ 
rianten des erf indungsgemaBen Verfahreias erfolgen? 

55 

1 Die ortsspezifische Kopplung kann erfindungs- 
gemaS unter Verwendung eines Sinn-Codons als 
TsrmuiatorcodoB erfolgeB, welches nicbt stromauf" 
warts im codierenden Bereich der Struktareinheft 
60 A bereits vorhandea ist Vorxugsweise wird hi erfur 
das selten^ AGA-Codon herangezogen, wobei m 
diesem Faii der Translationsansatx keine fiir das 
AGA-Godon spezifische tRNA enthalten soilte. 
Am AGA-Codon findet erf indungsgemaB der Pep- 
S5 tidyitransfer auf den Terminator statt, weicher in 
diesem Fall nicht mit den entsprechenden tRNA- 
MolekOIen des Transiatfonsgemisches um die Be- 
setxung der Aminoac^ft-Bindtingssteiie des RibQ* 
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soms kGnkurriert niit dem Terminator verknupft ist Hach Synthese dcs 

2, Die ortsspezinsche KoppJung kann erfindungs- besehriebenen Konstniktes wird der codrerende Be- 

gemaB met durch eine CodGn-AmicodGn-Wech- reich in vitro tr^.nslatiert. Am Terminatorcodon gelangt 

selwirkung erfolgen, Es ist erfmdungsgemaS mog-^ der Termmator in die Ajmnoacyl-Bindimgsstelie des 

lich, den Tenninamr iiber einen Spacer mh md^tm 5 transJatierenden Ribosoms. naszierende^ Poiypep- 

Bereichen der Straktureinhe^^^ tidkette (Stniktureinheit B) wlrd katalytisch auf deti 

Faiie der ortsspezifischeu Kopplung mittels Go- Temimator tra^isferiert. Ais Koppiia^gsp^ 

doK^AjitiCQdQB-Wechsel^i wird em Spacer ein Polypeptide das am C^erinmalen Ende liber eliien 

mil tRNA-Striifctur gewahlt, welcher am Termina- Terir.mator and emeij Spacer stahil mit seiner codiere^- 
toTCodon den Transfer der naszierenden Stniktur- m den Nukkinsture verkniipft ist. Di^ Stabilitit der Kopp- 

einheit B auf den Terminator vermitteit. Yorziigs- limg gewahrleistat, daB nach Selektjon des Fo^ypeptids 

weise wird auch hierfar wie oben beschrieben das mlt der gewunschten Eigensehaft gleichzekig der gexie- 

A0A-Codon herangezogen, so daS das Transk- tisehe Banplan zux YerMgmg stekt Symbole: A uM P. 

dopsgemisch eatsprechend vorbehandeit wtrdm Airinoacyl^ brw, Peptidyl-Bindmgsst^^^ 
sollte, 35 X Terminator. 

Die Fig. 2 zeigt die Yerwendung elBes primaren 

Im allfeiRemen kdrmea als Spacer erfindangsgemtB Amins als Terminator, Der codierende, translktierbare 

beispidsweise naturiic!ie tind/oder synthetische Oligo- Bereich der Strukturexnhejt A ist hier erne mRNA. wei- 

mere Oder Pol>TOere, wie 2. B„ beiiebige Mukldiisaure- che an Stelk ernes Stop-Codons ein einziges AGA-^Go- 
sequep.zeji, emgesetzt warden. Die Verknupfung des 20 don enthalt, an das sich ein Spacer (hier Ribonnkleinsau^ 

Spacers an weitere Berejche der Stxuktureinheit A, wie re) anschlkBL I>essei3 3'-Ende wmst elnen 3^Desoxy- 

das Nukieotid eixier mRNA* kann in 3"-aminoadenosiK-Rest Bm, der eine aliphatische Ami-- 

bdiebiger Weise erfolgen, vorzugsweise Jedoeii iiber npgrappe tragt Der TraEslationsarisatz entfaalt keine 

die 3'-Fosition des teririnalen Nukieotlds. Bs ist erfm- f Or das Argimn^Codon AGA spezifischen tRNA-kole- 
dungsgemaS zweekmaSig, diese Verknupfung sowie 25 kQie, so daB am AGA<:odGB das modlfizierte 3'-Ende 

wdtere inpgiidie Yerkniipfiijagen inserhalb der Strok- das Spacers in die Ammoacyl-Bindungsstelie des trans^ 

tur^iiiaheitA $0 5^ wthien,dsJ3 diese un iatierenden Eibosoms gelakgers und die oaszi erende 

gungen nicht spaltbar sind. Somit wird auch gwahrlei- Polyp eptldke tie auf den Terminator ubertragen werden 

stet, daS Bac^. dem Transfer der nasxierenden Polypep- kann, Als Kopplungsprodukt entsteht ein Polj-'peptid, 
tidkette auf den Terminator em weiterer Transfer auf 30 das am C-terminalen Ende kovaiein mtt dem Termina- 

eine neue Ammoacyl- 1 R N A unter b!eib t Der artige Ver^ tor. d er Spacer-RN A und mRN A %'erknumt ist 

kniipfungen konnen sowohi kovalenter Natur sein a!s Die Fig. 3 zeigt die Verwendijng eirles PuromyGin- 

auch auf molekularen Wechselwirkungen, z. B.^wischen ^4oiekflls ais Termiiiator. Die mRNA eathalt statt einss 

StreptavMin oder Avidin una Biotin, Nickel-NTA und Stop-Codons einziges AQA-Godon, an das sich ein 

aSgo-Histidin, FrGtein ujid (bier Riboauklemsaure) anscblieBt. Dessen 

tigen, Oder auch zwisehen zwei hybridisierenden Nu- 3^-Ende weist einen uber die 5'-dH«Gruppe gakoppel- 

klein5|tjrei5, beruhen. Die Verjcnapfung des Termina- ten Fm-omydn- Rest auf. Der Translationsansatz enthalt 

tors mit fiinan Rsbonukleinsaum-Spacer kann belspMs* keine fiir das Arginin-Godon AGA spe^ifischeB tRHA^ 

weise iiber die 2' m^d/oderS'-PosMon erf olgen. Moiekule, so daB ain AGA-Codon das modLfi2:ierte 

Die erfindungsgemtBe Yerbindung sowie das erfin- 40 3'-^Ende des Spacers m die Aminoacvl-Bmdiangssteik 

dungsgeniaBe Verfahr^n werden Im folg^ndeii. beispiel- des translarlereoden Fvibosoms gelangen imd die naszle- 

ha^t anhEmd von Figuren dargestellt. rendc Poijpeptidkette auf den Terxmnator ubertragen 

Fig. 1: Allgemeines Prinsip der ribosonia] kata]]r^xer- "werden kann, Ak Kopplungsprodukt entsteht ein Polv- 

ten Kopplung eines Pol5.peptids an seine eigene niRN^ pep tid. das am C- terminal en Ende kavaient mix dem 

in vitro. 45 Termmator> der Spacer^RN A imd mRI^ A verknupf t ist. 

2i Koppiung der naszierenden Foljpeptidkette Die Fig* 4 beschreibt die Kopplung der nassierexiden 

aiiihre eigene mRNA dixrch ein aliph^tisches Amin- Poiypeptidkette an Shre eigetje tnRNA dntch eine mit 

Fig, 3; Kopplung der Daszierenden Poiypeptidkette Phenylalanin beladene, modifizierte tRNA. Die mRN A 

an *hre eigene mRNA disrcb dn Puromycm-MolekuL enthalt statt eines St0p-Codon$ ein einziges AaA-Ca- 

Fig;4i Kopplung der nasziergndeii Poly pep tidkette 50 don, an das sich eine beiiebige Ribonukieinsturese" 

an ihre eigene mRN A durch eine mit Phenylalanin bela- qumz anschlieSt. Deren S'-Ende weist emen .B'-Desoxy- 

den^ rnodif izierte tRN A. 3'-aminoadenosin^Rest auf, d er kovalent an die X47-Ba- 

Fig, 5: Kopplung der naszierenden Polypeptidkette se einer mit Phan^fialaniri beladenen, am 3'- Ende modifi- 

m ihre eigene mRNA diirch eine Anthraniloyi-tRNA, zierten tRMA gekoppeh ist Der Transiationsansatz ent- 

Fig. 6: Kopplung der naszierenden Folypeptidkette 55 MJt keine fiir das Arginin-Codoxi AGA spezifischen 

an ihre eigene mRRA durch eine intrarnotekuiare, bela- tRNA^-MoIekule, so da0 am AOA-Godon das mocHfi- 

dene Nonsense-Suppressor-tRNA. ^ierte 3'-Ende des Spacers in die AininoaGyl-Bmdungs- 

Fig, 7: Kopplung der naszserenden PoJypep tidkette stelle de^ transiatierenden Ribosoms geiangen imd so 

an ihre eigene rnSNA durch eine intramolekularei mit die naszierend-e Polypeptidkette auf den Terminator 

FurQmydiibeladeBetRHA. §0 ubertragen werden kami Als Kopoiungs^ 

Ug. Bi Kopplung der naszierenden Polypeptidkette stehi sin Polypeptid, das ara C-terminaien Ende kova- 

as ihre eigene mRNA durch eine beladene tRN A, deren lent rnit dem Terminator, der Spacer-RNA und mRNA 

Ammosanre rait der mRMA verkniipf t isL verknupft ist 

Die Mg. 1 zeigt das aHgemesne Frinzip der in vitro Die Fig. 5 verdeutiieht die KoppiunE der Baszieren- 

Gvenotyp-^Phanotyp Kopplung unter Venvendung eines 65 den Poiy pep tidkette an ihre eigene mRNA durch eine 

ribosomaien Translatlonssystems. An den codierenden, denvatisierte Anthraniioyl-tRNA. Die mRNA enthait 

translatierbaren Bereich der Struktureinheit A sehieSt: statt eines Stop-Codons ein einziges AGA^Godon, an 

sich mn Ternaiiiatorcodon an. welches uber einen Spicer das sich eine beiiebige RibonukieinstoeseQueto ^n- 
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sch^jeSt Deren B'-Ende weist einen 3'-Desoxy-3'^ami- 
noadenosm-Rest auf, der kovalent an die X^-y-Base einer 
derivatisierten A^tl^raniloyi-tRNA gekoppelt Lst. Der 
Translationsansat^ enthalt keine fur das Arginin-Codon 
spMfiScMen tRNA-MoieM daS am AGA-Codon 
das modifiziene 3'-Ende des Spacers in die Armr.oacyi- 
BindungssteiiB dm translatierenden RibosGixis gelangen 
und sd naszierende Pojypeptidkette auf den Terini- 
nator ubertrageii w^stkn kann. Als Kopplungsprodukt 
entsteht ein Polypeptide das am C-termiaalen Ende ko- 10 
valent mit deiti Terminator^ d©r Spacer-RNA nnd 
mRNA verknupft ist 

Die Fig. 6 verdeutiicht die Kopplung der nasrieren- 
den Polypeptidkette an ihre eigane mRHA durch eiae 
Lntramoiekijlare^ beladene Konsense-Suppressor- is 
IRMA, Die mRMA enthaltdas Stop-Codon UAG, an das 
sich ek Spacer (hier mbptiukleinsaiire) ansel^UeBt Der 
Spacer eathalt die Nakle^ddsequenz das Vorlaufermo^ 
lekias emer Monsense-Suppr^ssor-tRNA UBd biid^t ei- 
iie entsprechende Teniarstroktur aua. Das S^Bid^ ist; 20 
durch elne stabik AmldbinduBg mit einer bidiebigeii 
(natiirlich^n Oder unnatilrlichen) Aii3iaosMre verka0pf t 
Am Nonsetise-Codon UAG- kann der Spacer, der als 
beladende Suppressor-tRNA fungiert, in die AminGacyl 
Bmdongsstelle des translatierenden Ribosoms gelangen 25 
und die naszierende Polypeptidkette auf den Tenrina- 
tor ubertragen werden, AI5 Kopplungsprodukt entsteht 
ein Folypeptid, das am G^terimnaien Ende kovalent mit 
dem terminator^ der Spacer-RNA und mRNA v0r- 
knupft ist* 30 

Die Fig, 7 zmgt die Koppltmg der naszierenden Poly- 
pepddkette an ihre eigese mRNA durch eixie intramoie- 
kiilare, mit Puromycln beiadene tRNA. Die mRNA e»t- 
hait statt eines Stop-Codons ein em^iges AGA-Godon, 
an das sich ^in Spacer (bier Elbonuklemstare) an- 35 
schiieBt Der Spacer emMit die Hukleotidsequenx des 
Yorlaufermolekiils einer fur das AOA-Codon spesif 
sche» tRMA und biidet eine entsprechende Temar- 
struktur aus. Das 3'-terminaie Mukleotid des Spacers 
(Atb) weist einen Puramj'cin-Rest auf. Der Translatioas- 40 
aasatz enthalt keine fur das Argmm-CodoB AGA spezi- 
fischen IRNA-Molekuie, so daB am AGA^Codon dsr 
Spacer, der als beiade^e tRMA fimgiert, in die Aminoa- 
cylvEbdungsstelle des translsitiereiidea Ribo^ms ge- 
iaB§ea und die nasslerende Foiypeptidkette auf den 45 
Terminator iibertragen werden kanri. Als Koppiungs- 
prodiikt entsteht ein Polypeptide das am C-termmaien 
Ende kovalent mit dem Terminatorv der Spaeer-RHA 
und mRH A v erknupf t ist 

Die Fig. 8 yerdeutlicht die Kopplung der naszieren- 50 
dm Foiypeptidkette an Ihre eigene mRNA d^jreh eixie 
beladene tRKA, deren Aminosaure mit der mRMA ver- 
knupft ist Die mRNA enthalt ein einzSges AGA-Codon, 
aii das slch ein Stop-Codon und ein Spacer (hier Ribonu- 
klda^tiire) anschliefit. Der Spacer kt acn S^Ende uber 
erne Phosphodsesterbmdung mit der Seitenkette des 
Terminators kovalest verkiifipft Der f errnirxator wLe- 
derum ist uber eine Amtnoacylbmdiang an eine tRHA 
gebunden. Der Translationsansatz enthalt keine iur das 
Arginin-Codon AOA spesdfischen tRHA-Molekiile, so 50 
daS am AGA-Codon der rait der mRMA gekoppelte 
Terminator In die Ammoacyl-Bindungsstelle des trans- 
iatierenden Ribosoms gelangen and die naszlerende 
Po^eptkiketteaiif denTermmator iibertragen werden 
kann. Der darauffolgende Transfer des FeptEdylrestes 65 
anf Wasser am Stop-Godonbewirfct die Preisetziing der 
AGA-spe^ifischen tRNA. Als Kopplungsprodukt em* 
steht em Polypeptide das aia C-terrriinajen Ende kova- 
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lent mit dem Terminaton der Spacer-RNA und mRHA 
verkniipft ist Weder dse tRNA nodi xMe Art der Amino- 
saure-Verknupfung ist in dieser Ausfuhrungsform ver- 
andert, so daS eine Blndung durch den Elongationsfak* 
5 tor Tu nnt er nahexu naturlichen Bedingungen and somit 
ein effizienter Einbau des Terminatormolekuls ermog- 
iichtwerden. 

Die experimentelie Umsetzung der in Hg. S darge- 
steilten Ausftibrungsforni des erfindungsgemaSen Ver- 
fahrens kann belspielhaft dnrch foigende Schritte erfol- 
gem 

¥orbereltende SGhrltte; (Endprodukt einsetzbar f«r be- 
Sebige Kopplungsreaktionesi) 

i> Cbemi$ehe Aminoacylierung des DiribonakleO" 
tids pCrspAy^ 3nit einer Aminosaure, deren Seiten- 
kette R mk einem beliebigen Diribonnkkotid oder 
DidesoxyTibonuMeodd modifiziert ist [R ^ 
-^CH2-3'-pXpXp^5Q; 

2. Ligation des anxinoacyllerten Diribonnkleotids 
mit einer fur das Codon AGA spexifischen tRNA 
(CM-EndeO dorch T4 ^RMA^Ugase ; 

3. Remigung der korrekten und funktionalen Uga- 
tlonsprodiikte (Aminoacyl-tRH As) durch irnmobsH- 
sierten Elongationsfaktor BF-TU in Gegenwart 
von OTP; 

Weitere Schritte: (abhangig vos dem zu selektieren- 
denZieteoiekili); 

4. Diversifjzierung des entspr echenden Polypeptide 
Strukturgens dureh chemlsche Resynthese (codon- 
based mutagenesis) oder durch Mutageneses und/ 
Oder Rekombmations'-PCR Unter dem Begrlff ''co- 
don-based tntitagenesi^* wird im Sinne der Erfm- 
dung eine chemlsche ^ynthese von OHA veman- 
den, bei der statt Monotner-Bausteinen Tnmere 
eingesetzt werden. die jeweiis fur eine bestimmte 
Amlnosaure codieren, Durch Mischen von Tritner- 
Bausteinen bei der Synthase kann der Einbau ver- 
schiedener Codons ini gewansohten Yerhaltnis an 
jeder Position erzielt werden. 

Unler d&m Begriff "Mutagenese-PCR'^ wird im Sin- 
ne der Erfindung eine in~vitro«Aniplifikation von 
DHA veTSi&ndm> bei der durch bestimmte Bedtn- 
gungerx eine feblerhafte Verdoppiung der DNA er- 
siwungen wird. 

Unter dem Hegriff HekoinbmatLons-PCR*' wird iin 
SinBe der Erfindiing eine in-vitro^AnapMkatiors 
von DNA verstandent bei der durd^ Mi&chen von 
^ufalligen DNA-Subfragmenten homologer Gene 
neue, mosaikaftige Gene synthetisiert werden. Die- 
ser FrozeBist itdt einer natiirUchen Rekombmation 
vergleichbarj 

5. Brneute AmpMikation (Reamplification) der syn- 
thetisierten Strukturgene durch PGR, wobei der 
5'-Pnm«?r einen Fromotor (z, B. T7-Promotor) und 
eine Translationsinitationsregion (einschlieBlich 
ATG-Start--Godon), v*?iahre)id der 3'-Fri;m^r sechs 
Hlstidin^Codons, das Tenninatorcodon AGA und 
das Honsense-Codon TAG einf ihrt; 

6. Praparation einer Spacer-DNA (x/B. chemische 
Synthese oder durch PGR), deren S'-terminale Se- 
qiienz mit der3-terrninalen Sequenz des reamplifi* 
zierten Strukturgens uberlappt; 

7. Verspl€sBenbeiderDNA-Fragmente durch SOE- 
PGR (splicing by overlap extension), wobei der 
Spacer den 3^ ^terminalen FusSonspariner biidet 
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Unter dem Segd^ ^OE-FCR" wird Im Sxime der 
Erflndung eine in- vitro- AmpHi'ikation voxi DNA 
verstanden, bei der aufgrund uberiappender Berei- 
ehe zwei DNA-Fragment^e mheiaander verspieiBt 
werdenj 5= 
S, iji-vitro-Transkription des Fusbnsgens mlt 
m^QpppG (5'-Cap-Struktur) als Primer {2l B. mxt 
T7-DN A- Polymerase); 

9. Reinlgung des nm-off-Traaskriptes durch Poly- 
acrj'lamidgelelektrophorese; 

10. Ligation der synthetisierten RNA (freies 3'-OH- 
Ende; 5'-Ende durch Cap-Struktur geschutzt) mxt 
der Aminpsaure-Seitenkette der airJnoacyiiert^n 
tRNA dnrch T4'RNA^ Ligase; 

11. Remlgung des Prodtiktes durch Polyacrylamid^ 15 
geleiektrophorese- 

12. In-vitro-Translation der mRNA und Kopplung 
der Baszlssreiiden Pol^/peptidkette durch die fur das 
AGA-Godon spezifisebe, aminoac>'iierte tENA in 
Oegenwart emes H. coli Transiatioasgernisches, das 20 
durch entsprechende Vorbehandlung keiue flir das 
AFginin-Codon AG A spezifische tRNA-^Molekuie 
mehrentMlt; 

13. Abtrennuug der Traiaslationsfakt<3ren uud Rei- 
mguBg der Ftisionsmolekuie durcii Affimt^tschro- 25 
matographie an siner NiGkel-HTA-Matrix, 

Unter dem Begriff "Nickel- NTA-Matrix^' wird im 
Sinue der Erfindung eine Matrix verstanden, die 
aqfgrund dnes immobilisierten Nickelions die Rei- 
nigang von Gligohistidinfeaitigen BiomolekOlen er- 30 
mdglicht; 

14 in-vitro-Se!eJction von Fosionsmolekulen mit 
gewaxischten Eigenschaltea(z. B. duToh Fmnmg); 

15. Reverse TfanSkiSptioij der aRgereicherteii Fu- 
sioBsmolekule and R.eamplifikation der g:eneti- 35 
schen Inf ortnatiorj durch PCR, wobei der S'^Primar 
wiedermii den Promater una die Tra-nsIationsinitia- 
tionsregion einfuhrt, w&lirend der 3'-Primer mit der 
3-terminalen Sequenz des Spacers hybridlsiert; 

16. Wiederhoiung des beschriebenen Verfahrens ab 40 

Die experimenteOe Ujxisetzung des ersteo ^^orberes- 
tendeii Schrittes kanrtinsbessondere ^licliimter Verwen^ 
dung einer AmmosS^ure, deren Seitenkette mit einem 43 
beliebigen OHgoribonukieotid oder Oligodespxyribonu* 
Meotid modif idert k% e rfolgen. 

Weiterhin kann es bevorzugt selii> -wmn die Seiten- 
kette der Ammosaure ein freies 5'-^OH~Ende aufweist^ 
Welches erst nach Ligation gemaS Sehritt 2 S'-phosplio- 50 
ryliert wird. In vorteilhafter Weise laBt sich ^omit die 
Aiisbeute von fanktioiaalen Ligationsprodukten erh6- 
hen. 

In Aniehnuug an Fig* 8 hefindat sleh in einer weiteren 
Aosfuhrusigsform mmdesteas ein Sixin^Codon zwischen 55 
Termmatorcodon md Stp:p-CQdoTL Auf diese Weise 
wird eiiie KoppJuGg 2wi$chen Tertnmator und Polypep- 
tjdkette nlckt mohr auf deren C-tex?ninale Aininosaure 
be^chrinfct 

PateEitanspjfCiche 

L Verbindung aus einer Struktureinbeit A (Genot- 
Yp) und einer weiteren Striikfureinlteit B (Fhaaot' 
yp), bes der Genotyp und PMnotyp dauerhaft mit- 55 
einander verbunden sind, wobei die Striskturemheit 
A neben aaderen Berdchen mmdestens emen fur 
miiide^stens ein aus Ammosttareembeiten aufg^e 



tes> polymeres Mobkul codierenden Bereich auf- 
weist und der oder die codiere nden Bereicn(e) 
translatierbar ist oder $ind» weiterhin in der Struk- 
taremheit A eine er$te Si^^iikturuntereinbeit (Ter- 
mimtor) in eiaem nicht transiatierten Abschmtt 
geordatet ist, die die Siruktureinheh B ais TraRsla-v 
tsonsprodukt der Struktorekiheit A mlt der Struk- 
turdnheit A dauerhaf t verbinde t 
Z Verbindung nach Anspruch 1, wobei die ¥er- 
kBQpfumg der Struktureinheit A mix der durch 
Translation eBtsianderjen Striiktureinheit E iiber 
^ine auf der Struktureinheit A angeordnete zweite 
Strnktuninter^jBheit gesteuert wird, 

3. Verbiadung nack Anspriscli 2, ^'obei die zweite 
Strukturunteremfeeit eiB Godon (TerminatGr-Co- 
d03i)ist 

4. Verbindung oadi mindesiens e^xiJjxn der Anspril- 
che 1 bis 3i wobd die Struktureinheit A eine modifi- 
zierte mRNA ist und die Struktareinheit B eine aus 
der mRNA translatiert e PQlypeptidkette ist 

5. Verbinduag nach mindestens einem der Anspru- 
ehe 1 bis 4, wobei ds?r Terminator uber einen Spa- 
cer ink andereB Bereichen der Strukturelnheii A 
vef kniipft ist 

6. Verbtaduftg nach Ansprttch 5, wobei der Spacer 
rnit dem i^errnmatorcodon der Struktur^inbeit A 10 

Wechseiwirkimg tritt. 

7. Verbindving Tiacb mindestens einem der Ansprli- 
che I bis 6, wobei der Terminator eine nuGieopbile 
chemisehe Gruppe ist, die eiaen Carbonsaureester 
unter Aiisbikiung einer kovalenten Bindung zn 
spaiien verniag. 

8. Yerbixidung nack Aiispruch 7, wobei die nuck- 
pph^e eheniische Gruppe eiue orgaBlsche Amino* 
gruppe isL 

9. Verbindting n^ch tinem der ABspruche I bis 8, 
wobei der Terminator emen Carbonstureester zwi- 
schen einer tRMA und der Struktureinheit B spaitet 
aad eine daaerhafte Verbindung zwiscben deu 
S triiktureinheiten A und B aBsgebildet wLrd. 

10. Verbiadun g oaeh einem der Aaspmche 1 bis 9, 
wobei die Verkntlpfung zwischen den Strukturein- 
heiten A imd B dtirch etee kovale35te Verbindung 
erfolft 

11. Verbindung nach einem der A^spriidse 1 bis 10, 
v^ofaei der Teniiinator, insbesondere als nueleophi- 
!e Groppe uber eiiie Bindmg an eineT3 Spacer nrsit 
tRN A Striikttir gebundeo 1st, der mit deJH Ter rnJna- 
torcodoQ der Stniktureinhelt A, die insbesondere 
eine mRHA ist, in Wechselwirkung treten kanii, 

12. Verfahren zur molekularen Genotyp/Phanot^^ 
iCopplung mittels einer Verbiadung nach minde- 
stens einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch ge- 
kenn2:eichnet, daB die Struktureinheit A mit einem 
Translationssystem umgesetzt wird in Gegenwart 
Vpn zur Translation beno tigten Subs tanzen. 

13s Yerfahren n^ch Apspruch 12, wobei die gekop- 
pelteii Genotypen/Phanotypen isoHert werdetL 
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